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Doel: 
Inzicht te krijgen op de invloed van de herhaalbaarheid en reprodu-
ceerbaarheld van de aflatoxine n1 bepaling in rundveevoeders op de af-
keuringsgrens. 
Samenvatting/Conclusie: 
In dit rapport wordt een beschouwing gegeven over de invloed van de 
variatie in de af l atoxine B1 bepaling volgens de EEG-methode op de af-
keuringsgrens. 
De variatiecoëfficiënt berekend uit de herhaalbaarheid van de EEG-
methode voor gehalten kleiner dan 20 ~g/kg bedraagt 22% (n=16). De 
variatiecoëfficiënt berekend uit de reproduceerbaarheld is geschat op 
44%. Dit betekent dat bij een duplo analyse in één laboratorium uit-
gevoerd door dezelfde analist de afkeuringsgrens 19 ~g/kg is. 
De variatiecoëfficiënt berekend uit de he rhaalbaarheid voor de HPLC 
methode voor gehalten kleiner dan 20 ~g/kg bedraagt 25% (n=20). Dit is 
in overeenstemming met de verwachtingen en zal daardoor in dit opzicht 
geen wezenlijke bijdrage tot verlaging van de afkeuringsgrens ople-
veren. 
Echter daar de herhaalbaarheid en waarschijnlijk ook de r e producee r-
baarheld voor beide methoden vergelijkbaar is, kan bij een duplo ana-
lyse met beide methoden (dus EEG + HPLC) als afkeuringsgrens 16 ~g/kg 
gehant eerd worden. 
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Inleiding 
Het maximum toelaatbare gehalte aan aflatoxine B1 in rundveevoeders is 
recentelijk verlaagd van 20 naar 10 ~g/kg met als doel verlaging van 
de aflatoxine M1 besmetting van zuivelprodukten. 
Voor het vaststellen van overschrijdingen van het maximum toelaatbare 
gehalte dient officieël de EEG-methode (lit. 1) gebruikt te worden. 
Bij het a nalyseren van monsters met als doel het vaststellen van over-
schrijdingen wordt in het algemeen de controlerende instantie gecon-
fronteerd met het probleem dat de analyse-uitslag aan een zekere on-
nauwkeurigheid is blootgesteld. 
Om dat probleem uniform te benaderen adviseert ISO 5725 (lit. 2) de 
volgende algemene aanpak. 
x - T > 2 x V(gem) x T 
100 
waarin 
x gemiddelde gemeten gehalte 
V(R) variatiecoëfficiënt tussen labora toria 
V(r) variatiecoëfficiënt in een laboratorium 
k aantal laboratoria 
n = aantal analyses 
T = maximum toelaatbare gehalte. 
V gem 
In een aantal gevallen, waaronde r bovengenoemde EEG-methode, geeft de 
wetgever in het analysevoorschrift aan wat de te verwachten herhaal-
baarheid en reproduceerbaarheld ongeveer zijn, dit met het doel niet 
ten onrechte monsters af te keuren (zgn. vals-positi even). 
EEG- methode 
Voor gehalten kleiner dan 20 )Jg/kg bedroeg in 1983 de variatiecoëffi-
ciënt van de herhalingen V(r) uitgevoerd door êin analist op dezelfde 
dag 22%. Deze V(r) is berekend uit 16 duplo's. Voor gehalten tussen 20 
en 50 ~g/kg is de V(r), berekend uit 29 duplo's, 12%. 
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In de EEG-methode wordt voor de herhaalbaarheid aangegeven dat het 
verschil tussen de resultaten van twee door dezelfde analist aan het-
zelfde monster uitgevoerde parallelle bepalingen niet meer zou mogen 
bedragen dan 25% van de hoogste waarde bij aflatoxine n1 gehalten 
van 10 tot en met 20 ~g/kg. 
Deze eis werd dan ook gehandhaafd bij de interpretatie van de resulta-
ten van door ons verrichte duplobepalingen. 
Als vuistregel kan aangehouden worden dat de reproduceerbaarheld V(R) 
tussen laboratoria tenminste een faktor 2 groter is dan de herhaal-
baarheid V(r) (lit. 3). V(R) 2 V(r). 
Uitgaande van een V(r) van 22% is dus V(R) 44%. Voor gehalten kleiner 
dan 20 ~g/kg geldt bij gebruik van bovengenoemde formule voor n analy-
ses in k laboratoria dat 
x - 10 > 2 x 10 
100 
d.w.z. een monster dat aan dit criterium voldoet heeft een kans van 
2,5% om ten onrechte te worden afgekeurd . 
In onderstaande tabel is aangegeven het effekt van n analyses in k 
laboratoria op de afkeuringsgrens . 
Aantal Aantal V(gem) in % Afkeuren bij gehalte 
labs (k) anallses ( n) ~roter dan .... ~g/kg 
1 1 44,0 18,8 
1 2 41,2 18,2 
1 3 40,2 18,0 
1 4 39,7 17,9 
2 1 31,1 16,2 
2 2 29,1 15,8 
2 3 28,4 15,7 
2 4 28,0 15,6 
3 1 25,4 15,1 
3 2 23,8 14,8 
4 1 22 ,0 14,4 
4 2 20 6 14,1 
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Voor duplo-analyse in êin laboratorium ligt de afkeuringsgrens bij 
19 ~g/kg. 
Verder blijkt dat veel deelmonsters in een laboratorium vlak na elkaar 
geanalyseerd, de variatieco~fficiänt van het gemiddelde (V(gem)) 
nauwelijks beinvloedt. 
Indien p monsters uit de monsterstroom van een fabriek geanalyseerd 
worden op verschillende tijdstippen gedurende een dag dan komt de 
spreiding in het monster er nog bij en wordt V(gem) dus nog groter . 
Maakt men van de p monsters êin homogeen monster dan geldt boven-
staande tabel voor de tijdsduur van de monsterstroom. 
Analyse op meerdere laboratoria levert meer op . Het meest gunstige is 
dus een aantal monsters homogeniseren tot êén monster en door 4 
laboratoria in duplo laten analyseren. De afkeuringsgrens ligt dan bij 
14 ~g/kg aflatoxine B1 • Het is echter niet gebruikelijk om op meerdere 
laboratoria te analyseren. 
De in bovenstaande tabel gehanteerde reproduceerbaarheld V(R) van 44% 
ligt in de g rootte orde van de in de EEG- methode gestelde eis voor de 
reproduceerbaarheld van de r esultaten tussen laboratoria. Deze stel t 
als eis maximaal + 50% van de gemiddelde waarde in aflatoxine B1 bij 
gemiddelde waarden van 10 tot en met 20 ~g/kg. 
De V(R) van 44% wordt ondersteund door een ringtest van het Interna-
tional Agency for Research on Cancer te Lyon ~~aarin voor een check 
sample mais met aflatoxine B1 een V(R) van 32% met de EEG-methode 
wordt gevonden. Deze matrix is weliswaar niet vergelijkbaar met rund-
veevoeder, maar geeft wel aan dat de V(R) voor de aflatoxine B1 bepa-
ling in rundveevoeder, een gecompliceerde matrix , in de orde van 40% 
zal liggen (lit. 4). 
De V(R) wordt tevens ondersteund door de in fig. 1 gegeven grafische 
weergave van het verloop van de V(R) in relatie tot het gehalte (lit. 
5) . Uit deze figuur is ook af te leiden dat voor gehalte n op het ~g/kg 
niveau de V(R) in de orde van 40% ligt. 
HPLC methode 
In RIKILT rapport 84.9 is de analytische problematiek met de EEG-
methode beschreven. Zoals bekend (lit. 6) werd al vele jaren door het 
RIKILT een modificatie toegepast om het af l atoxine B1 gehalte in aan-
wezigheid van citrus componenten te kunnen bepalen. 
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Als dit niet gedaan zou worden was het aflatoxine n1 gehalte in zijn 
geheel niet te bepalen, zoals ook al in het officiele EEG voorschrift 
is aangegeven. 
Om vooral de problemen met de EEG-methode rond de detectiegrens te 
e limineren is een HPLC methode ontwikkeld (lit. 7) die bovendien als 
voordelen heeft veel sneller en dus goedkoper te zijn en geen inter-
ferenties met citruscomponenten te vertonen . 
Va n deze methode mag niet verwacht worden dat de herhaalbaarheid V(r) 
en de reproduceerbaarbeid V(R) gunstiger zullen liggen als voor de 
EEG methode. Dit wordt ook experimenteel bevestigd. 
Uit de he rhalingen uitgevoerd door êin analist op verschillende dagen 
was voor gehalten kleiner dan 20 ~g/kg een V(r) va n 25% (n=20) en voor 
gehalten groter dan 20 ~g/kg een V(r) van 17% (n= 40) te bepalen . 
Daar de he rhaalbaarheid voor de HPLC methode in dezelfde ord e ligt als 
de herhaalbaarheid voor de EEG-methode, mag in de formule op blz . 1 
voor het aantal laboratoria ook het aantal methoden ingevuld worden . 
Dit betekent dat bij een duplo analyse met de HPLC methode en een 
duplo analyse me t de EEG-methode in he tzelfde l aboratorium, indien 
uitgevoerd in vier verschillende submonsters van het monster, de 
afkeuringsgrens bij 16 ~g/kg ligt . 
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